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論 文 内 容 要 旨
モノクローナル抗体(MoAb)は,基礎的な生物科学研究分野ばか りでなく,様々な疾患 の原
因解明や診断 また治療への応用が計 られている。著者は,MoAbの応用研究を行い①先天的に
免疫能の低下 したヌー ドマウスにおいて,ThymosinαとInterlekin3(IL-3)産生細胞 との
関連性にっいて検討 し,②免疫能が異常に充進 している自己免疫疾患モデル,MRL/1prマウス
の血清中にIL-3様活性を示す自己抗体が存在することを見いだ し,さらに細胞融合技術を用 い
てこのマウスの脾細胞 と骨髄腫細胞 とを融合することにより,IL-3様活性を示すMoAbを産生
する細胞株を樹立 し,これ らのMoAbを用いて自己免疫疾患の解析を進めた。また,③ マウス乳
癌細胞株MM46に対するMoAbを,その機能を損なわずに制癌剤を封入 した リポソーム上に共有
結合させ ること.により,期待通りの優れた治療効果 をあげることができた。 さ らに,④ 降圧剤
Cilazaprnに対するMoAb及びポリクローナル抗体(PoAb)を作製 し,これを用いてイムノアッ
セイ系を確立 した。
IL-3は活性化丁細胞が産生するリンフォカインの一種で,造血系細胞の増殖,分 化に重要 な
役割を果たしている。IL-3は,ペプチ ドホルモンや他のリンフォカインと同 じよ うに,ま ず細
胞上の特異的なレセプターに結合 し,生化学的反応のカスケー ドによりシグナルを細胞内部 へ伝
え,DNA合成を促進 し増殖を誘導すると考え られている。 しか し,IL-3レセプターの シグナル
伝達機構 はどのようなものか,IL-3の二次メッセ ンジャーは何か,すなわちIL-3レセプター
に結合後の情報伝達経路などについての詳細 は不明であり,これらの問題 は,IL-3の作用機構
を考える上で極めて重要である。まず始めにT細胞の分化,増殖に深 く係わっている胸腺 ホルモ
ンの一っであるThymosinα1とIL-3産生細胞 との関わりにっいて検討 した。
Thymosinα、は,正常動物に対 してはなんら作用を及ぼすことはないが,X線照射や制癌剤投
与,あ るいは細菌感染などにより免疫能の低下 した実験動物に対 して,免疫能を回復す る作用を
示す ことが知 られている。そこで,ヌードマウスにThymosinα・を投与 し,免疫機能 の回復を
IL-2及びIL-3産生能を指標 として解析 したところ,Thymosinα1投与マウスの脾細胞中に,
IL-3を産生 しうる細胞が分化,誘導 されてくることが明 らかとなった。
次に,免疫能が異常に元進 している自己免疫疾患モデルマウスにおいて,IL-3がいかに係わっ
ているのかを調べた。
SLE(systemiclupusery七ematosus:全身性紅斑性腫脹)は ヒトにみ られ る代表的な自己免
疫疾患であるが,このSLEと同様の症状が,MRL/1prマウスに1自然発症す ることが見 いだされ
ている。1984年R.Palaciosは,MRL/1prマウスの脾細胞培養上清 中に加齢 に伴 ないIL-3活
性が上昇 して くることを見いだ し,IL-3産生異常が このマウスの自己免疫疾患に深く係わって
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い ると報告 した。一方,1986年V.E。Kelleyらは,MRL/1prマウスを は じめ と し,1pr(lym-
ph。proliferation)遺伝子 を組 み込んだ種々のcongenicmouseのIL-3産生 レベ ルをNorthern
blot法によ り解析 し,こ れ らのマゥスか らはIL-3のmRNAは 検 出されない と報告 し,Palacios
の説を否定 した。そ こで著者 は,両 者 の矛盾点,す なわち 真 にIL-3そ の ものがMRL/1prマ
ウスの 自己免疫疾患 の発症 に係わ ってい るのか"と い う点にっいて解析 を行 った。
WEHIτ3細胞株 の培養上清中 に含 まれ るIL-3を標準物質 とし,そ れ とMRL/1prマウ スの
血 清中のIL-3様 活性物質 を,FPLC-MonoQ陰 イオ ン交換 ク ロマ トグラフィー,Superose12
を用 い たゲル濾過,ProteinAカラム,及 びFastsystemによ る還元 ・非 還 元 下 にお け るSDS
電 気泳動 の手法 を用 い比較検討 した結 果,両 者 は,明 らか に異 な る挙 動 を示 した 。 なすわ ち,
MRL/1prマウスの血清 中に加齢 にと もない上昇 して くるIL-3様活性物質 の本体 は,非 還 元 下
160,000,還元下55,000+23,000のlgG,及び分子量600,000以上 のimmunecomplexであ る こ とが
強 く示唆 された。 この事実 は,前 述 のPalaciosとKellyの相 反す る報告 を矛 盾 な く説 明 しうる も
のであった。っ まり,『IL-3ではない物質 が このMRL/1prマウスの血清 中に存在 し,そ れ がI
L-3依 存性細 胞株 を用 いたbioassayにおいて,あ たか もIL-3の ごとく挙動 して い る』 との考
え方であ る。MRL/1prマウスで観 察 され る"II.一3様活性物 質の出現"は,疾 患 の発症 に先行
してみ られ る現象 で,こ の ことは,IL-3様活性 を示す"自 己抗 体"が 自己免 疫疾患 の発 症 に深
く係わ っている ことを示唆 してい る。そ こで,こ のマ ウスの血清中で認 め られたの と同様 の性質
を示すMoAbを作製 し,こ れをtoo1として用 いれば,自 己免疫疾患発症 の メカ ニ ズム を解 析 で き
るのではないか と考 え,MRL/1prマウスの脾細胞 と骨髄腫細胞 との細胞 融合を試み た。 その結
果,血 清 中で認 め られたの とほぼ同様 の活性 を示 す5種 類 のMoAb(B10,F9,H11,F8,F12)
を得 る ことが できた。 これ らのMoAbはIL-3依 存性細胞上 のIL-3レ セプ ターと反応 し,IL}
3ア ゴニス トと して挙動 しているので あろ うか?あ るいはそれ とは全 く異 な るメカニズムによ り,
細胞増殖 を誘起 して いるのであ ろうか?こ れ らのMoAbのシグナル伝達 メカニ ズムを解明す るた
め,そ の第一歩 と して各MoAbの認識抗原 にっいて解析 を行 った。
作製 した5種 類 のMoAbは,全 てのIL-3依 存細胞株(19種)と 高い陽性率で結合 し,またIL-
3依存性 のFDC-P2細 胞株 に対 し細 胞増 殖活性を示 した。一方IL-2依 存性細 胞株 や,IL-3
に非依存 性 になったFDC-P2のmutantであるFDC-P2(一)細 胞株(IL-3レ セ プタ ー欠 損
株)に 対 して は,結 合能が極 めて低 か った。また,各MoAbと'251L-3の共存下 で は,F9抗 体
は1251L-3のFDC-P2細胞株へ の結合 を用量依存的 に阻害 したが(50%阻 害濃度 はおよ そ200
nM),F8やH11抗体 は,ほ とんど阻害活性 を示 さなかった。 しか しFDC-P2細 胞株 をあ らか じ
め各MoAbで前処理 した後 に,IL-3を加 え ると,い ずれのMoAbもIL-3の 細 胞 へ の吸 収 を阻
害す ることがで きた。次に,Ce11Sor七er(EPICS-C)を用 いた解析 によ り,IL-3は用量依 存
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的に各MoAbのFDC-P2細胞への結合を阻害することが確認された。1251L-3とDSSのcross-
hnkerを用いてFDC-P2細胞上のIL-3レセプターの分子量 を解析 し左 ところ,90,150,170
kdの3っのbandが検出されたが,これ ら全てのbandはF9抗体の共存下においてのみ特異的に
消失 した。
以上に示 したような種々のIL-3依存性細胞株に対する反応性,IL-3の結合阻害活性,及 び
各MoAbの組合せの二重染色による,MoAb同士の結合阻害活性などの解析か ら,各MoAbのエ
ピトープは,「F9抗体は,IL-3レセプター上のIL-3の結合部位 と反応 し,それ以外の抗体 は
IL-3レセプター上のIL-3の結合部位から少 し離れた部位,あ るいはIL-3レセプターとは
異なる近傍の構築物と反応 している。』と推定された。 しか し,『IL-3レセプターとは異なるが,
IL-3様活性を発現 しうる構築物 と反応 し,その結果IL-3依存性細胞株を用いたbioassayでは,
IL-3活性とレて測定されてしまう』という可能性 も否定 し得ない。
次に,これらMoAbの認識抗原の組織分布を調べたところ,8週令のMRL/1prマウスの骨髄,
脾臓 リンパ節では,他 の正常 マウスと比較 し,MoAb反応陽性率は,高値 を示 した。 この週
令ではまだ血清中にはリュウマチ因子や抗核抗体などの自己免疫疾患に係 わるパ ラメーターは
ほとんど検出されないことから,IL-3様活性を示す抗体産生細胞及び抗原陽性細胞 の出現 は,
MRL/1prマウスの自己免疫疾患の発症 と深 く係わっている可能性が示唆された。
一方,正常マウスにおいても,これ らのMoAbが認識する抗原を持っ細胞は低 い レベルではあ
るが存在 し,ConAやLPSなどのマイ トージェン刺激により増加 してくることが確認 された。 ま
た,健常人の末梢血 より分離 した リンパ球においても,マウスの場合の同様に,resting状態で は
反応性は低 く,PHA-P刺激により増加 してくる傾向が認められた。そこで,免疫能が異常 に充
進 しているリュウマチ患者の末梢血細胞 とMoAbの反応性を調べたところ,予想通 り非常に高値
であった。
以上のことか ら,これ らのMoAbの認識部位は,生体内になんらかの異常が発生 し,それに対
し,リンパ球が応答 し活性化された際に発現 してくるものと思われる。MRL/1prマウスや,リュ
ウマチ患者において,各MoAbが高い反応性を示 したという実験結果 は,これ らの生体内ではす
でに何 らかの異常が起 こってお り,そのためにリンパ球が増殖,刺激 活性化されていることを
示唆 しているものと思われる。 これ らのMoAbはマウスだけでなくヒトの自己免疫疾患 とも何等
かの関連性を示す可能性が示唆された。
IL-3レセプターをコー ドしている遺伝子にっいては,現在我々の作成 したMoAbを用 いて,
DNAX研究所の宮島 らが精力的に解析中であり,近い将来,そあア ミノ酸配列 も明 らかにされて
ゆくものと思われる。それによって,他のレセプターの場合と同様に,IL-3/IL-3レセプター
による細胞内signaltransduc七ionメカニズムも明 らかにされてゆき,invitroでの作用 ばか りで
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なくinvi七roにおける本来の生理的作用 も解明されてゆ くと期待される。
MoAbの癌の治療への応用にっいて検討 した。癌に対する免疫学的治療法の中で,これ まで主
流を占めていた細菌類や多糖体などの非特異的免疫賦活剤による効果には,限界があるというこ
とが一般的な考え方 となるに伴い,癌細胞に対 し特異的なMoAbを利用 して,正常細胞及 び組織
を損傷す ることなく,標的癌細胞のみを特異的に破壊す る,いわゆる"癌 ミサイル療法"が 幅広
く検討されるようになったρ
我々は,MoAbを利用 した ヒトの癌治療の前段階 として,マ ウス乳癌細胞株MM46に対 する
1gM抗体を,その機能を損なわずにリボソームに結合させる方法を確立 した。抗体 はシステイ ン
を用いて限定還元 し,そのFc部分のSH基を介 して制癌剤アクチノマイシンDを包含 した リボソー
ムのマレイミド基に共有結合させた。これを用いることによりinvitroばか りでな くinvi七roに
おいてもMoAb単独,ア クチノマイシンD単独よりも少ない量で,著 しい抗腫瘍効果 を発揮 した
ことを確認 した。
最後に,MoAb及びPoAbを利用することにより,血圧降下剤として開発中の"Cilazapri1",
及びその活性代謝物双方のイムノアッセイ系を確立 した。このアッセイ系 は,本薬剤の血哨濃度,
半減期などを高感度(30pg/ml)に測定することがで き,phamacokineticsstudyに利用 されて
いる。
」
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r審 査 結 果 の 要 旨
本論文はモノクローナル抗体の自己免疫研究,癌治療並びに薬物代謝物の分析への応用 に関す
る研究成果をまとめているが,特 に自己免疫での研究に主眼が置かれている。
著者は自己免疫に関係が深いと考えられているIL-3に着目 し,そのアッセイ系に必要な細胞
株を樹立 し,またこれを用いたIL-3のアッセイ法を確立 した(第2章)。 この方法を用 いて自
己免疫発症マウスの血清中にIL-3様活性を示す因子が多量に存在することを見 いだ した。 こ
の因子を精製 し,性状を検索 した結果,こ れがIL-3そのものではなくIL-3活性を示す抗体様
物質であるとの興味ある知見をえた(第4章)。そこで自己免疫疾患マウスの脾臓細胞 を用 いて
モノクロ門ナル抗体の作製を試みた結果,IL-3様活性を示すモノクローナル抗体を得ることが
出来た。この抗体の認識する抗原分子を追求 した結果,それがIL-3の受容体であることが明か
となった(第5章)。さらに,この抗体の認識抗原の組織 細胞分布等についても検討 し,興味あ
る知見をえている。 これらの知見 は自己免疫の発症機構解析において極めて重要な知見 と思われ
る。
癌治療へのモノクローナル抗体の応用に関 しては,著者は抗体修飾 リボソームの化学療法への
応用について検討 し,マウスの乳癌モデルで治療効果の高い剤形の開発に成功 した(第6章)。
この研究は リボソームを用いた ミサイル療法の先駆的な仕事 として高い評価を得ている。
さらに著者はモノクローナル抗体及 びポリクローナル抗体 を用 いた降圧剤及びその活性代謝物
のイムノアッセイ法を確立 した(第7章)。
以上の研究は何れ もそれぞれの研究分野に多大のイ ンパ クトを与えるものであり,本論文 は博
士論文 と・して評価できるものと考える。
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